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环黄芪醇通过Nrf2/HO-1信号通路在t-BHP
诱导的C2C12细胞损伤中的保护作用

刘利1  马蓓蓓1  李梦俊1  张晓荣1  高艳萍2*

(1山西医科大学研究生学院, 太原 030001; 2山西医科大学汾阳学院, 汾阳 032200)

摘要      该文旨在探讨环黄芪醇对叔丁基过氧化氢(t-BHP)诱导小鼠C2C12成肌细胞氧化应激

损伤的保护作用及机制研究。用不同浓度的环黄芪醇和100 μmol/L t-BHP处理C2C12细胞; 采用

CCK-8法检测细胞活力; EdU-488实验检测细胞增殖; DCFH-DA荧光探针法测定细胞的ROS水平; 生
化法检测细胞中MDA、SOD水平; Western blot检测PAX7、MYOD、Keap1、Nrf2、HO-1蛋白表达

量; 细胞免疫荧光检测Nrf2核转位情况。结果显示, 与t-BHP组相比, 环黄芪醇能提高C2C12细胞活

力, 降低胞内ROS和MDA含量, 提高SOD活性; 环黄芪醇亦可促进细胞增殖、分化相关蛋白PAX7、
MYOD的表达。环黄芪醇可通过抑制Keap1蛋白表达, 促进Nrf2与Keap1解偶联后的入核表达, 上调

下游关键分子HO-1蛋白的表达。si-Nrf2处理能够抑制Nrf2/HO-1信号通路, 提高ROS的生成, 抑制环

黄芪醇对t-BHP诱导的C2C12氧化损伤的拮抗作用。这提示环黄芪醇可在t-BHP诱导的C2C12细胞

氧化损伤中发挥保护作用, 其机制可能与抑制Keap1的表达、促进Nrf2的核转位、上调HO-1的表达

相关。
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Cycloastragenol Prevents the Oxidative Damage Induced by 
t-BHP in C2C12 Cells through Nrf2/HO-1 Pathway
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Abstract       The aim of this study was to investigate the protective effect and the mechanism of cycloas-
tragenol on oxidative damage of C2C12 cells induced by t-BHP (tert-butyl hydroperoxide). C2C12 cells were 
treated with the different concentrations of cycloastragenol, and then with 100 μmol/L t-BHP. Cell viability was 
measured by CCK-8 assay. EDU-488 assay was used to detect cell proliferation. The intracellular ROS levels were 
measured by DCFH-DA. The levels of SOD and MDA were detected by biochemical method. The relative expres-
sion levels of PAX7, MYOD, Keap1, Nrf2 and HO-1 proteins were detected by Western blot analysis. Nuclear 
translocation of Nrf2 was characterized by immunofluorescence. Compared with the t-BHP group, cycloastragenol 
improved the viability of C2C12 cells, reduced the content of ROS and MDA, increased SOD activity. In addition, 
cycloastragenol promoted the expression of proliferation and differentiation-related proteins (PAX7 and MYOD). 
Cycloastragenol decreased the expression of Keap1, increased the nuclear expression of the Nrf2 uncoupled to 
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Keap1, and sequentially up-regulated the levels of HO-1. si-Nrf2 inhibited Nrf2/HO-1 signaling pathway, elevated 
the production of ROS and thus inhibited the protective effects of cycloastragenol in t-BHP-treated C2C12 cells. 
These results suggested that cycloastragenol againsted t-BHP-induced oxidative injury in C2C12 cells, and its 
mechanism was probably associated with the inhibition of Keap1 expression, the promotion of Nrf2 nuclear trans-
location, and the up-regulation of HO-1 expression.
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骨骼肌是人体内数量最多的组织, 约占体重的

40%, 其对于机体运动、姿势支持、呼吸和生热等

重要功能必不可少, 但许多慢性疾病、消耗性疾病、

增龄等都会使骨骼肌的再生能力缓慢下降[1-2]。骨

骼肌作为一种高耗氧、高能量需求组织, 也增加了

线粒体活性氧升高的固有风险, 其修饰性活性氧生

成和氧化损伤被认为是骨骼肌减少的重要介质[3-4]。

已有研究表明, 在衰老或慢性疾病中, 骨骼肌质量与

谷胱甘肽减少和氧化应激(oxidative stress, OS)增加

相伴随[5]。因此, 降低骨骼肌活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)水平, 抑制OS, 对治疗骨骼肌减少具有

重要意义。研究表明, 黄芪多糖可抑制过氧化物诱

导的C2C12成肌细胞自噬和凋亡, 促进成肌细胞的

增殖; 亦可改善地塞米松诱导的肌肉萎缩[6-7]。而环

黄芪醇(cycloastragenol, CAG)是黄芪甲苷的苷元, 可
通过黄芪甲苷制备得到, 与黄芪甲苷相比, 环黄芪醇

的脂溶性更强, 更易通过细胞膜, 利于机体吸收[8]。

环黄芪醇可以提高端粒酶的活性, 从而延缓细胞衰

老, 有良好的抗氧化作用[9]。YU等[10]近期研究表明, 
环黄芪醇可通过减轻D-半乳糖诱导的大鼠衰老及普

通老年大鼠骨骼中的骨微结构退化, 从而缓解与年

龄增长有关的骨质流失, 提示其可作为老年性骨质

疏松症的潜在治疗药物。但环黄芪醇能否对氧化应

激状态下的C2C12细胞产生影响尚不清楚。本研究

选用小鼠C2C12成肌细胞作为肌肉再生的体外模型, 
拟探讨环黄芪醇对氧化应激引起的C2C12成肌细胞

损伤的保护作用和分子机制, 以期为治疗骨骼肌减

少提供相应的实验依据和理论基础。

1   材料与方法
1.1   实验材料、试剂   

C2C12细胞株购自武汉普诺赛生命科技有限

公司; 叔丁基过氧化氢溶液购自美国Sigma公司; 环
黄芪醇、活性氧(ROS)检测试剂盒、细胞核蛋白

与细胞浆蛋白抽提试剂盒、EDU-488检测试剂盒、

Lipofectamine 8000、Alexa Fluor 488标记山羊抗兔

IgG、丙二醛(malondialdehyde, MDA)测定试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司; 总超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase, SOD)测定试剂盒购自南

京建成生物工程研究所; CCK-8试剂盒、DAPI染色

液、二抗购自武汉博士德生物工程有限公司; 核因

子E2相关因子(nuclear factor-erythroid 2-related factor 
2, Nrf2)、Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白-1(Kelch-like 
epichlorohydrin-related protein-1, Keap1)、肌肉分化

决定因子(myogenic differentiation gene, MyoD)单克

隆抗体购自ABclonal公司; 血红素加氧酶1(heme oxy-
genase-1, HO-1)单克隆抗体购自Proteintech公司; 核
转录因子7(paired box gene 7, Pax7)单克隆抗体购自

Abcam公司; Nrf2干扰链和对照干扰链购于购自广州

锐博生物技术有限公司。

1.2   实验方法

1.2.1   体外细胞培养及药物处理C2C12细胞      用
含体积分数10%胎牛血清和1%青/链霉素双抗的

DMEM培养基培养细胞, 用含体积分数2%马血清和

1%青/链霉素双抗的DMEM培养基培养2~3天诱导细

胞分化, 将对数生长期的C2C12细胞以1×105个/孔的密

度接种于6孔板上, 进行如下分组。(1) 剂量组: Con-
trol组(不做任何处理)、t-BHP组(100 μmol/L t-BHP)、
环黄芪醇低剂量组(1 μmol/L CAG+100 μmol/L t-BHP)、
环黄芪醇中剂量组(10 μmol/L CAG+100 μmol/L t-
BHP)、环黄芪醇高剂量组(20 μmol/L CAG+100 μmol/L 
t-BHP); (2) Nrf2敲低组(t-BHP使用浓度为100 μmol/L, 
环黄芪醇使用浓度为20 μmol/L): Control组(不做任何

处理)、t-BHP组、t-BHP+si-NC组、t-BHP+si-Nrf2组、

t-BHP+si-Nrf2+CAG组、t-BHP+CAG组。

1.2.2   细胞转染      将细胞接种在6孔板中培养, 待
细胞融合至40%时, 根据Lipofectamine 8000转染试

剂说明书, 将转染复合物加入6孔板中, 置于37 °C、
5% CO2恒温细胞培养箱中培养48 h, 更换新培养基

进行后续干预。
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1.2.3   CCK-8检测细胞活力      处于对数生长期的

C2C12细胞, 以每孔初始密度5 000个/100 μL接种于

96孔板, 边缘孔用PBS覆盖, 摇匀, 置于37 °C恒温培

养24 h后, 先用不同浓度(1、10、20 μmol/L)环黄芪

醇处理24 h后, 再加入100 μmol/L t-BHP处理6 h, 每
孔加入10 μL CCK-8溶液37 °C孵育1 h, 酶标仪检测

450 nm处吸光度(D)值, 分析细胞活力。

1.2.4   EdU-488检测细胞增殖      将6孔板中干预好

的细胞加入37 °C预热的EdU工作孵育2 h, 弃工作液; 
每孔加1 mL固定液, 室温固定15 min, 弃固定液, 用含

3% BSA的PBS洗涤液洗5 min×3次; 每孔加1 mL 0.3% 
Triton X-100, 室温孵育15 min, 弃Triton X-100, 洗涤液

洗5 min×3次; 每孔加500 μL Click反应液, 室温避光孵

育30 min, 弃Click反应液, 洗涤液洗5 min×3次; 每孔加

1 mL Hoechsty液, 室温避光孵育10 min, 弃Hoechsty液, 
洗涤液洗5 min×3次; 荧光显微镜采集图像。

1.2.5   细胞氧化应激检测      化学荧光法检测ROS水
平。首先将C2C12细胞接种在12孔板上, 进行分组干

预后, 弃去旧培养基, 加入500 μL终浓度为10 μmol/L
的DCFH-DA溶液, 37 °C孵育20 min, 无血清培养基清

洗3次去除未进入细胞内的DCFH-DA, 使用荧光显

微镜观察、拍照。

TBA法检测MDA水平。将收集好的各组细

胞沉淀进行破碎, 分别将标准品和待测样品按说明书

加入到空白管、标准管、测定管、对照管, 混匀, 
95 °C水浴40 min, 冷却, 4 000 r/min离心10 min, 取上

清, 于532 nm波长处测吸光度(D)值。

羟胺法检测SOD水平。将收集好的各组细胞

沉淀, 加PBS超声破碎, 用BCA法测定蛋白浓度, 按
SOD检测试剂盒说明书将工作液和待测样本加入96
孔板, 混匀, 37 °C孵育20 min, 酶标仪450 nm处检测

吸光度(D)值。

1.2.6   Western blot检测蛋白水平      将收集好的各组

细胞沉淀置于冰上, 每个EP管加入70 μL蛋白裂解液

(细胞裂解液׃PMSF=1001׃)混匀并用超声破碎仪破碎

细胞, 冰上静置30 min, 13 800 r/min离心15 min, 吸取

上清即为总蛋白。根据BCA法, 检测蛋白浓度并调

齐, 10% SDS-PAGE电泳约2 h, 转膜2 h, 用体积分数

为5%的脱脂牛奶室温封闭2 h, 一抗(PAX7、MYOD、

Keap1、Nrf2、HO-1抗体, 稀释比例分别均为1000 1׃; 
Histone H3抗体, 稀释比例为1500׃; GAPDH抗体, 稀释

比例为14 (000 7׃ °C孵育过夜, 用TBST洗膜15 min×3

次, 室温二抗(稀释比例为1000 5׃)孵育2 h, TBST洗膜

15 min×3次, 加入ECL化学发光液后用Bio-Rad成像

仪曝光拍照, Image Lab软件分析结果。

1.2.7   细胞免疫荧光检测Nrf2的表达      将C2C12细
胞以1×104个/孔接种于24孔板, 次日加入药物进行干

预, 弃去培养基, PBS洗5 min×3次; 用预冷的4%多

聚甲醛固定细胞20 min, 弃去固定液, PBS洗5 min×3
次; 用0.5% Triton X-100室温孵育细胞20 min, 使细胞

通透, 弃通透液, PBS洗5 min×3次; 1% BSA室温封

闭1 h, 弃封闭液; 一抗(稀释比例为1200׃) 4 °C孵育过夜, 
PBS洗5 min×3次; 加FITC标记的荧光二抗(稀释比例

为1200׃)室温暗室孵育1 h, PBS洗5 min×3次; 加入

DAPI染液室温孵育10 min, PBS洗5 min×3次; 荧
光显微镜采集图像。

1.3   统计学处理 
采用SPSS 19.0统计学软件进行数据分析, 组间比

较使用单因素方差分析。应用GraphPad Prism 8.0软件

进行图表制作。以P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   环黄芪醇提高t-BHP诱导的C2C12细胞活力 

环黄芪醇的化学结构如图1A所示。CCK-8检
测细胞活力, 与Control组相比t-BHP处理后C2C12的
细胞活力显著降低, 采用不同剂量环黄芪醇处理后, 
细胞活力显著升高, 且与环黄芪醇浓度呈剂量依赖

性(图1B)。
2.2   环黄芪醇促进C2C12细胞增殖 

与Control组相比, t-BHP组绿色荧光细胞数显著

减少, C2C12细胞增殖被抑制; 与t-BHP组相比, 不同

剂量环黄芪醇处理后, 绿色荧光细胞数均显著增加。

表明一定浓度的环黄芪醇可促进C2C12细胞增殖。

2.3   环黄芪醇抑制t-BHP诱导的氧化应激 
与Control组相比, t-BHP处理后, 细胞中MDA(图

3A)、ROS(图3C)含量显著增加(P<0.001), SOD(图3B)
活力下降(P<0.001); 与t-BHP组相比, 环黄芪醇可显

著下调 t-BHP诱导的MDA、ROS产生 (P<0.05), 并提

高SOD活力(P<0.001)。环黄芪醇抑制t-BHP诱导的

C2C12细胞氧化应激。

2.4   环黄芪醇促进细胞增殖、分化相关蛋白的表达 
Western blot检测增殖相关蛋白PAX7、分化相

关蛋白MYOD的表达情况。结果(图4)所示, t-BHP组
PAX7、MYOD蛋白表达量较Control组减少(P<0.01); 
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图2   EdU-488实验检测各组细胞增殖情况

Fig.2   Cell proliferation of each group was detected by EdU-488 experiment
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A: chemical structure diagram of cycloastragenol; B: the effect of cycloastragenol combined with T-BHP on the viability of C2C12 cells was detected 
by CCK-8 assay. ***P<0.001 compared with control group; ##P<0.01, ###P<0.001 compared with t-BHP group.  

图1   CCK-8检测C2C12细胞活力

Fig.1   The viability of C2C12 cells was detected by CCK-8 assay

与t-BHP组相比, 不同剂量环黄芪醇处理可显著提高

PAX7、MYOD蛋白表达水平(P<0.05)。
2.5   环黄芪醇通过激活Nrf2/HO-1通路抑制氧化

应激损伤 
Western blot检测Nrf2/HO-1通路相关蛋白表达

水平, 结果(图5A)显示, 与Control组相比, t-BHP刺激

可使Nrf2蛋白及下游HO-1蛋白高表达(P<0.01); 与
t-BHP组相比, 环黄芪醇处理后Keap1、Cyto-Nrf2蛋白

表达降低, Nuclear-Nrf2、HO-1蛋白表达升高(P<0.05)。
为了进一步了解Nrf2核转移情况, 采用细胞免疫荧光

进行观察, 明显观察到环黄芪醇可增加Nrf2核内蛋白

表达量(图5B)。这表明, 环黄芪醇可通过抑制Keap1

蛋白表达, 进而促进Nrf2由胞质向核内迁移, 进入核

内的Nrf2将促进下游靶基因HO-1高表达。

2.6   敲低Nrf2逆转了环黄芪醇对细胞氧化损伤的

保护 
本实验使用si-RNA敲低Nrf2，进一步观察环

黄芪醇对氧化应激状态下C2C12细胞的保护作用。

Western blot结果(图6A)显示, 第3条干扰链009干扰效

果最佳(P<0.001)。使用第3条干扰链009以及阴性对

照si-NC转染至C2C12细胞进行后续实验。Western 
blot结果(图6B)显示, t-BHP+si-NC组与t-BHP组对比

差异无统计学意义。与t-BHP+CAG相比, t-BHP+si-
Nrf2+CAG组胞内ROS含量增加(图6C), HO-1蛋白水
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平下调(图6B)(P<0.001)。结果表明, 敲低Nrf2逆转了

环黄芪醇对C2C12细胞氧化损伤的保护作用。

3   讨论
小鼠C2C12成肌细胞, 来源于骨骼肌卫星细胞

系, 可为肌肉生长、修复和再生提供肌核。当骨骼

肌受到某些刺激时, 骨骼肌卫星细胞被激活, 促使

其广泛增殖, 并促进骨骼肌卫星细胞分化为成肌

细胞, PAX7是C2C12成肌细胞增殖所必需的蛋白, 

MYOD、MYOG是C2C12成肌细胞分化所必需的

蛋白[11]。C2C12细胞在人类骨骼肌细胞中具有代表

性, 已被广泛应用于体外作为了解肌肉代谢性疾病

进展的检测模型[12]。因此, 本研究采用t-BHP诱导

C2C12细胞建立氧化应激损伤模型。经t-BHP诱导

后C2C12细胞中可产生大量的ROS和脂质化终产物

MDA, 从而使对抗氧自由基的SOD表达量减少。高

水平的ROS抑制C2C12细胞增殖分化, 表现为增殖

相关蛋白PAX7、分化相关蛋白MYOD表达水平下

A: 各组细胞中MDA含量; B: 各组细胞中SOD含量; C: 各组细胞ROS表达情况。***P<0.001, 与对照组相比; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001, 与
t-BHP组相比。

A: the content of MDA in each group; B: the content of SOD in each group; C: the expression of ROS in each group. ***P<0.001 compared with 
control group; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 compared with t-BHP group.

图3   环黄芪醇对t-BHP诱导的C2C12细胞氧化应激的影响

Fig.3   Effects of cycloastragenol on oxidative stress induced by t-BHP in C2C12 cells
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图4   环黄芪醇影响C2C12细胞增殖、分化相关蛋白的表达

Fig.4   Cycloastragenol affected the expression of proteins related to proliferation and differentiation in C2C12 cells
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A: Western blot检测各组Keap1、Nrf2、HO-1蛋白表达水平; B: Nrf2蛋白的细胞免疫荧光定位。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比; #P<0.05, 
##P<0.01, 与t-BHP组相比。

A: the protein expression levels of Keap1, Nrf2 and HO-1 in each group were detected by Western blot; B: cellular immunofluorescence localization of 
Nrf2 protein. *P<0.05, **P<0.01 compared with control group; #P<0.05, ##P<0.01 compared with t-BHP group.

图5   Western blot和免疫荧光法检测蛋白表达

Fig.5   Expressions of proteins were tested by Western blot and immunofluorescence assay
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降。结果表明, t-BHP处理可诱导C2C12细胞氧化损

伤, 使成肌细胞增殖分化能力降低。

环黄芪醇是一种四环三萜类化合物, 是黄芪药理

作用的重要成分, 具有增强机体清除氧自由基能力、

抑制过氧化反应等功效。既往研究发现, 环黄芪醇通

过降低缺血脑中促凋亡Bax蛋白与抗凋亡Bcl-2蛋白

的比例来抑制缺血后p53依赖性细胞凋亡[13]。ZHAO
等 [14]发现 , 环黄芪醇可通过调节AMPK活性抑制

TXNIP/NLRP3炎性体激活也可抑制活性氧引起的内

质网应激, 对调节内皮细胞稳态具有重要作用。环

黄芪醇在氧化应激导致的C2C12细胞损伤中发挥保

护作用, 其作用机制尚不清楚。本实验采用不同浓

度的环黄芪醇干预C2C12细胞后, 发现环黄芪醇能

够缓解t-BHP诱导的C2C12氧化损伤, 表现为环黄芪

醇可以降低t-BHP诱导胞内ROS、MDA表达水平增

高, 增强SOD活性, Western blot结果显示, 环黄芪醇

促进C2C12细胞PAX7和MYOD蛋白的表达, 提示环

黄芪醇在成肌细胞氧化损伤中具有保护作用。

正常机体内自由基的产生与降解处于动态平

衡中, 而衰老状态的机体伴随着过量活性氧自由基

的产生。Nrf2/HO-1信号通路是细胞防御氧化应激

损伤的重要机制之一[15]。Nrf2是机体氧化应激反应

的调节中枢, 可以维持细胞的氧化还原稳态, 改善机

体氧化应激状态[16]。Nrf2的激活在预防细胞和组织

氧化应激引起的损伤中发挥重要作用[17]。在正常的

氧化还原条件下, Nrf2在细胞质中与Keap1偶联, 使
Nrf2处于无活性状态且易通过泛素－蛋白酶体途径

被降解, 当细胞受到氧化应激刺激后, Nrf2与Keap1
解偶联 , 促使Nrf2转移入核内, 与小Maf蛋白形成

Nrf2-Maf复合物, 识别并结合ARE启动子, 最终启动
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下游多种抗氧化蛋白酶基因(如HO-1)的表达, 发挥

抗氧化损伤作用[18]。既往的研究表明, Nrf2的缺乏

及年龄的增加, 可导致总ROS和线粒体ROS水平均

显著升高[19]。抑制Nrf2/ARE通路可破坏氧化还原

平衡, 促进肌细胞凋亡, 加速肌细胞降解, 导致骨骼

肌减少[20]。与年龄相关的Nrf2功能缺失会导致氧化

应激, 并延迟卫星细胞激活和骨骼肌再生[21]。本实

验进一步探讨了环黄芪醇在t-BHP诱导的C2C12细
胞模型中的作用机制。Western blot检测发现, t-BHP
处理后, 可能由于C2C12细胞内产生大量ROS, 使得

Nrf2应激性增高, 促使下游靶基因HO-1的表达, 一
定程度上起到自身防御保护的作用。经不同浓度的

环黄芪醇预处理后, Western blot检测结果显示Keap1
和胞内Nrf2蛋白的表达水平降低, 而Nrf2的核内表

达量及下游HO-1蛋白表达水平却升高。这表明, 环
黄芪醇可在一定程度上抑制Keap1蛋白的表达, 使
Nrf2从KeaP1/Nrf2复合物中解离, 转位进入细胞核

并激活下游抗氧化蛋白发挥抗氧化效应。本研究使

A: Western blot筛选敲低Nrf2效果最佳的干扰链; B: Western blot检测敲低Nrf2后环黄芪醇对C2C12细胞中HO-1含量的影响; C: 敲低Nrf2后环黄

芪醇对C2C12细胞中ROS生成的影响。***P<0.001, 与对照组相比; ##P<0.01, 与t-BHP+si-NC组相比; △△P<0.01, 与t-BHP+si-Nrf2+CAG组相比。

A: Western blot selected the interference chain with the best effect of knocking down Nrf2; B: the levels of HO-1 in C2C12 cells treated with cycloastragenol 
were detected by Western blot after Nrf2 knockdown; C: the effects of cycloastragenol on ROS production in C2C12 cells after Nrf2 knockdown. ***P<0.001 
compared with control group; ##P<0.01 compared with t-BHP+si-NC group; △△P<0.01 compared with t-BHP+si-Nrf2+CAG group.

图6   敲低Nrf2后检测环黄芪醇对C2C12细胞HO-1蛋白表达和ROS生成的影响

Fig.6   HO-1 protein expression and ROS production levels treated with cycloastragenol  in 
C2C12 cells were tested after Nrf2 knockdown
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用si-RNA敲低Nrf2，进一步观察环黄芪醇对氧化应

激状态下C2C12细胞的保护作用, 发现敲低Nrf2后, 
可显著抑制环黄芪醇诱导的HO-1表达, 细胞中ROS
含量增加, 抑制环黄芪醇对t-BHP诱导C2C12细胞氧

化损伤的保护作用。这些结果支持环黄芪醇是通过

激活Nrf2, 从而诱导HO-1蛋白高表达的。

综上, 本研究发现环黄芪醇能够通过激活Nrf2/
HO-1信号通路降低C2C12细胞氧化损伤, 促进C2C12
细胞增殖分化能力, 为骨骼肌减少提供新的治疗思

路。
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